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サイ ク リ ッ ク A M Pお よ び ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よる
Va s o a ctive htestinal PeptideノPH M－2 7
遺 伝 子 の 発 現 調 節 機 構
一 培養神経芽腰細胞 くN B－1 細胞Jを用 い ての検討 一




Va s o a ctiv eintestin alpeptideくV IPJは ， 28ア ミ ノ 酸残基か ら な る C末端が ア ミ ド化され た生理
性 ペ プチ ドで あ り ， 神経伝達物質と し て腸管や ， 中枢 ， お よ び末棺神経系 な ど各種臓器の機能調節 に 関
与 して い る ． V IP は他の 類似 した ペ プ チ ド P 托M－27 と共 に 共通の 前駆体 プ ロ V IPノP 和仏27を経て 生合




－ m OnOpho sphate ， CA M Pl は培養 ヒ ト
神経芽腰細胞くN B－1 細 掛 に お い て ， VIPノP 和仏27遺伝 子 の 転写活性上昇 を 介 し て プ ロ V IPI
P 托M－27の 生合成 を増加さ せ る こ とが 知 られ て い る ． 本研 究で は V IPJPH M．27遺伝 子 の 発現調節機構
をさ ら に 明 ら か に す る目的 で I dibutm TIcA M PくBt 尤A M Plあ る い は ， 12－ 0－tetrade c an oyl－pho rbol－1 3－
a cetateくT P AIや phorboト1 2， 13－dide c a n o ateくP Dlな どの ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る V IPJP 王1M－27遺
伝子 発現誘導と そ の 機序に つ き検 討 した ． 1m M Bt2CAM P あ るい は 16nM T P A存在下で 9時間の 培養
後， N B－1 細胞 の V rPノPH M－27メ ッ セ ン ジ ャ ー R N Aくm R N A巨畳 は それ ぞれ10倍ある い は 5倍 に 増加 し
た ． 40nM P D D でも VIPIP 托M．27m R N A量は 3倍 の 増加 を認 め た ． Bt定A M P と T P Aの 存在下 で は
V 工PIP壬IM－2 7m R N A量は約38倍 と相乗的な増加反応 を示 し た ． 細胞 内 cA M P量 に は ホ ル ポ ー ル エ ス テ
ル に よ り有意の 変化を認 め なか っ た ． 次 に 種 々 の 5
，
側欠失変異 を作成 した ヒ ト V IPIP E M－27遺伝子 プ
ロ モ ー タ ー 領域 を chlora mphe nic olac etyltra n sfe ra seくC A Tl遺伝 子 に 結合さ せ た C A T発現 ベ ク タ ー を
作成 し ， こ れ ら を N B－1 細胞 に 導入 発現 させ て Bt4IA M P あ るい は T P Aに よ る C A T活性の発現誘導
の 有無 を検討 し た ． そ の 結 軋 cA M Pあ る い は ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る遺伝 子発現 に 必要な D N A領
域 け な わ ち ， CA M Pノpho rboleste r－ r e SpO n Se ele m e nり の 5，I末端部は ． 転写 開始点の 75塩基対上流か ら
93 塩 基対上 流の 間 に ある こ と が 明ら か と な っ た J N B－1 細胞の 核抽出液 を用 い た D Nas eI フ ッ トプ リ ン
テ ィ ン グ実験 ， お よ び dim ethylsulfateくD M S， フ ッ ト プ リ ン ティ ン グ実験 に よ り ， V工PIP H M－27遺伝 子
プ ロ モ ー タ ー 領域 に は 少な く と も 3 つ の 校 内国子結合領域 が あ り ． そ の 1 つ 席 写開始点の69塩基対 上
流か ら88塩基対 ヒ流 ま で J瀾 矧 は
，
C A T発 現 ベ ク タ ー を 剛 一 た 実験 で 認 め ら れ た cAM Plpho rbol
e ste r－ re SPO n Se ele m e nt に符号し た 一 D Nas eI フ ッ ト プ リ ニ テ T ニノ ゲ実験 ， あ る い は D M Sフ ッ ト プ リ
ン ティ ン グ実験 で は
， 核抽出液 に よ り D Na s eI に よ る 消化 ． LF， Jl， い烏 D M Sに よ る メ チ ル 化 か ら 保護
さ れ た領域 と そ の 程度 に 誘導 の 有無 で 差 異が 認 め られ なか 1 た 一 以 上 直 結 果 よ り
，
CA M Pお よ び ホ ル
ポ ー ル エ ス テ ル は V工PIP Inr M－27 遺 伝 子 プ ロ モ N クーJ，5 ， 側 上 狛 こ 存 在 す る cA M Pノpho rbol
eSte r－re SpO n S e elem e nt に結 合す る 核内因 子 に ， そ れ ぞ れ 輿 な る 修飾 を加 え る こ と に よ っ て V IPI
P 江M－27遺伝子 の 転写 を促進す る こ と が 一 つ の 可能性 と し て 考え 在れ た ．
Key w o rds VIPノP H M－27 ge ne， CyClic A M P， phoI七01 ester， CA M PIpho沌 01
ester respon s e ele m e nt， n u Clearfactor
586
Vas o a ctive inte stinalpeptideくV IPlは ， 1974年 に ブ
タ腸管か ら初 めて 分 離さ れ た2 8 アミ ノ 酸残基 か ら な る




管ば か り で な く ， 中枢 ， お よ び末梢神経系や ． 種 々 の
内分泌腺組織を含 む全身の 諸臓器で の存在が認 め ら れ
て お り ， 神経伝達物質 くn e u rotran Smitte rl の 一 つ と し
て各種臓器の機能調節 に 関与 し て い る も の と 考 え られ
て い る ． そ の生理 作用 と して ， 血 管拡張 ． 血圧降下作
用 の ほ か に ， 気 管支平滑筋弛緩作用 ， 腸管 か ら の 水
分 ． 電解質分泌刺激作用 ， イ ン ス リ ン ， グル カ ゴ ン ，
プ ロ テク テ ン な どの ホ ル モ ン 分泌促進作用 ， 生殖器 や
脳血管 の血流調節作用 な どが 知 ら れ て い る
2，
． 19 8 3
年 ， Itbh， Ok am OtO ら
3一は ， ヒ ト V IP前駆体お よび そ
の メ ッ セ ン ジ ャ ー R N Aの 構造 を決定 し ， VIP前駆体
に は V 工P以外に ， N末端 が ヒ ス チ ジ ン で 始 ま り C 末
端が メ チ オ ニ ン で終わ る27 ア ミノ 酸残基 か ら な る新 し
い ペ プ チ ド， P H M－27 が存在 す る こ と を発見 した ． 加





Ya m aga mi ら
6， に よ っ て ヒ ト V IPIP 托M－27遺伝 子 の
全構造が決定さ れ ． V 工Pの生合成過程お よ び その 調節
機構 を遺伝子 の レ ベ ル で 検 討 す る こ と が 可能 と な っ
た ． 一 方 ， 培養ヒ ト神経芽腰細胞の 一 つ で あ る N B－1
細胞で は ， サイ ク リ ッ ク ア デ ノ シ ン
ー リ ン 酸 くCyClic




－ m O n Opho sphate， CA M Pl に よ り V IP
の 生合成が誘導さ れ る こ とが 知 ら れ てtlた が
7 籾
， 1 98 4
年 Hayaka w aら9，は cA M Pは 主に V IPIP tn 4－2 7遺伝
子 の転写 を促進す る こ と に よ っ て V 工Pの 生 合成 を誘
導 す る こ と を 明 ら か に し た ． ま た ， 著 者 ら
10－川 は
N B．1 細胞 で は ， 腫瘍プ ロ モ ー タ ー で あ る ホ ル ポ
ー ル
エ ス テ ル も V 貯ノP H M－27 メッ セ ン ジ ャ ー RN A を増
加 させ る こ と を 報告 した ， 本研 究 で は ， V IPIP H M
－
27 遺伝 子 の発現調節機構 を明 ら か に す る 目的 で ，
V IPIP 注M－27遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 領域 を ク ロ ラ ム
フ ェ ニ コ ー ル アセ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ くchlor a m－
phe nic olac etyltr an Sferase， CA Tl 遺伝子 に 結合 し た キ
メ ラ遺伝子 を N B－1 細胞 に 導入 ． 発現 させ る遺伝子 導
入実験 ， お よ び N B－1 細胞 の 核蛋白の V IPIP H M－27
遺 伝子 プ ロ モ ー タ ー 領域 へ の 結合 を み る D Nase I
フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ実験 ． あ る い は de m ethyls ulf－
atetD M Sl フ ッ ト プ リテ ィ ン グ実験 を行い ， CA M P，
お よ び ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る誘導 に 関与 す る遺伝
Abbreviatio n s ニA P－1， a Ctiv ator protein
沢
子 上 の 発 現調節領域に つ い て検討 し た ．
材料 お よ び方法
I ． 試 薬 類
特 に 会社名 の 記載ゐな い 各種制限酵素は宝酒造 便





ade n osine 3
，
こ5，－ m O n Opho sphate， BtdIA M Plは ヤマ サ
醤 油 く千 葉1， 12－ 0－tetrade c an oylphorbol－13－a C etate
くT P Al お よ び photbol．12， 1 3－dideca n o ate くP D Dl は
C C R社くE de n Prai rie， US Al の 製品 を そ れ ぞ れ 用 い
た ． Ea ． 32Pj d C T Pく比活性3000 Cilm m ol， 仁y － 32Pコ
A T Pく比 活性3 000 Cilm m ol お よ び E14Cコ ク ロ ラ ム
フ ェ ニ コ ー ル は い ずれ も ア マ シ ャ ム ． ジ ャ パ ン く東
京1 か ら購入 した ． こ れ 以 外の 試薬 で特 に 会社名 の 記
載の な い もの は い ずれ も 和光純築 く大阪1 の製品を用
い た ．
工工 ． 細胞培養
培養 ヒ ト神経芽腰細胞株 NB－1 細胞 は ， 1973年 に 三
宅 ら12，に よ り樹立さ れ た細胞株で あ る ． この 細胞 を非
動化 く56
O
C， 30ご別 10％牛胎児血清くGI B C O社， Ne w
York， U S Al お よ び0．005％硫酸カ ナ マ イ シ ン く明 治製
菓 ， 東 刹 を含有 す るR P M 工1640培地 く日水製乳 東
京1 で培養 し た ．
H ． ノ ー ザ ン くNo rthe r巾 法 に よ る R N A解析
対数増殖期に ある N B－1細胞 に種 々 の 試薬く表 1Iを
添加 し ， 1 へ 24時間培養 した 後 に 培地 を除去 し， グア
ニ ジ ニ ウムノ塩化 セ シ ウ ム 法
13一 に よ り R N A を抽出し
た ． す なわ ち グア ニ ジ ン チ オ シ ア ン 酸溶液く4M グア
ニ ジ ン チ オ シ ア ン酸 ， 0 ．5％N－ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム ， 25m M クエ ン 酸 ナ ト リ ウ ム くpH
7．0う， 0 ． 1M 2－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ， 0 ■1％
Antifo am AI に よ り 細胞 を溶解 し ， ポ リ ア ロ マ
ー
チ ュ ー ブ内 で ， 5．7 M 塩化セ シ ウ ム 液の 上 に 重層 した
の ち ， Be ckm a nS W 60 Tiロ
ー タ ー で35，000回転 ， 20
O
C
で16時間遠心 し た ， 沈殿 したR N Aを エ タ ノ
ー ル 洗浄
し た後 ， 水 に 溶解 し た ． 5FE g の R N A試料 を1■1 M
ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを 含む1．5％ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳動
し91
，
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 B A 85くSchleiche r8t Sch－
u eu 社 ， New York， U S AI に プ ロ ッ ト した後 ， 80
O
Cで
2時間処理 し固定 した ． プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
はプ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液く50％ホ ル ム アミ
1i A P－2， a Ctiv ator pr otein 2i bp， basepa甘Si












5，－ m 皿 Ophosphatei C AT， Chlora mphenic ol ac etyltr an Sferas e三 C R
E
， CA M Prespon s e ele m enti
c R E B， C R E b in d ing proteinニ D M S， de m ethylsulfate ニ D M S O， de m ethy
lsulfo xide s D T，
V工PノP王皿4－27 遺伝子 の発現調節機構
ド ， 5Xstandard s al ine phosphate E D T A buffer
くSS P即， 0■1％牛血清 ア ル ブミ ン ， 0．1％ポ リ ビ ニ ル ピ
ロ リ ド ン ， 0．1％ フ ィ コ ー ル ， 0．1％ド デ シ ル 硫 酸ナ ト
リウム くscdiu m dcde cylsulfate ，S D SJ， 100JL glml変性
サケ精子 D N AJ中で42
0
C， 2時 間行 っ た ． プ レ ハ イ プ
リグイ ゼ ー シ ョ ン溶液く50％ ホル ム ア ミ ド ， 5xS S P E，
0．1％牛血 清 アル ブ ミ ン ， 0 ．1％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド
ン ， 0．1％フ ィ コ ー ル ， 0．1％ S DS． 100JL glml変性サ
ケ精子 D N AI を加 え ， 42
日
C で12時間以 上 ハ イ プ リ ダイ
ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ． フ ィ ル タ ー の 洗 浄 は ， ま ず
2XSS P E， 0．1％ S r 6 で室温下 に10分間 ， 2回行 っ た
軋 0．1％ S S P E， 0 ．1％ S DS で室温下 に1 0分間， 2回
行っ た ． 洗浄後 ， オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ ー は増感 ス ク
リ ー ン を用い － 80
0
C で24時間行 っ た ． 標識 プ ロ ー プの
調整は Fa ． 32Pコ d C T Pくく3000Cilm moIJ を標識基質
とし て， V 王PIP f皿4－27cD N A91を ニ ッ ク トラ ン ス レ ー
シ ョ ン 法く比 活性 I r b 2 Xl O8cpmlFL gD N現 に よ り
3甲 標識 し ， ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液中の ブ ロ ー プ
濃度は 10ngノml と した ．
押 ． 細胞内 cA M P含量 の 測定
一 定時間細胞 を種 々 の 試薬 の 存在下 で 培 養 し た 後
く表り ， 培地 を除き ． 細胞 を水冷 し た燐酸緩衝生理食
塩水くphosphate buffe red saline， PB Slで 3 回洗浄 し ．
rubbe rpolice m a nで剥 離 し回収 した ． 回収 し た細胞 を
0．1N塩酸の存在下 に 5 分間煮沸 し ， 30 00 回転 ， 10分
の遠心後， 上清 を 回収 し て cA M P の測定に 供 し た ．
CA M P測定は ヤ マ サ cA M P アッ セ イ キ ッ ト くヤ マ サ
醤油1 を用 い て測定 し た ．
V ． 組み 換え D N Aの 作成お よ び 培養細胞 へ の 導入
1 ． 組み換 え D N Aの 作成く図 3J
ヒ ト V工PノP E M－27遺伝子 の 転写開始部位お よ び プ
ロ モ ー タ ー 領域 を含む2066塩基対くba s epairs， bpl の
D N A断片 を Ec oR Iく－192 3 bpI お よ び HpaIIく
143 bpト消化に よ り単離 しく図 3 A参 照I， 両端 の 付着
末端を大腸菌 D NA ポ リメ ラ ー ゼ I の Kle n o w断片に
よ り 平 滑化 し た 後
，
C A T発 現 ベ ク タ ー で あ る
pM L C A T14，の 平滑化 し た H in d uI部位 に 挿入 し た ． 順
方向に挿入 さ れ た も の を pV IPくE－ Hl と仮 に 命名 し以
下の 実験 に 用 い た ． pVIPくE一 叩 を上 流 の ベ ク タ ー 内
の Ec oRV お よ び 挿入 断片申の NdeI 部位 で切断し ，
NdeI 末端 を 氾 en o w断片に よ り平滑化 し た後
，
分子
内 で再結合 さ せ て pV 工Pく－13721 を 得 た ． 同様 に
587
Ec oR V と NsiI 消化 に よ り pV IPく－ 3331 を ，
Ec oR V と DraI 消化に よ り pV IPく十201J を得た ． 次
に pVIPくE－fD を Nsi I で消化し ， NsiI末端 を平 滑
化 した 後 に exo n u cle as el工Iに よ り 5一 －30分間消化し ，
反 応 を停止 さ せ た 後 ， m u ng be an n u clea s eに よ り 末
端 を修復 し ， Ec oRV 消化後分子内再結合 を行 っ た ．
こ れ ら の 再結合プ ラ ス ミ ドを 大腸菌JM lO9に 導入 し
ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た後 ， 5種類 の 5
，
側 欠失変異 を
有す る プ ラ ス ミ ド， pV IP卜 333J， pV IPtN 2 01l， PVI P
く－ 931， pV IP卜74ン， pV IPく－ 51J を得 た ． 欠矢部位 は
ジデ オ キ ン法 に よ る 塩基配列決定 に よ り確認 し た ．
2 ． 培養細胞 へ の 導入
こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を ， 24時 間前 に 60m m デ イ
シ ュ 当た り 2 XlO6個 に 撒 い た N B．1 細 胞 に 燐酸 カ ル
シ ウ ム と の共沈殿法 嘲 に よ り 導入 した ． 1 デ イ シ ュ あ
た り10JL g の D N Aを加 え ， 370C， 18時間培養 し た後
に ， 10％ ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド くdin1 ethylsulfo xide，
D M S OJで20分間処理 し導入 効率 を高め た ， D NA 添加
39時間後か ら BtdIA M Pある い は T P Aを加 え ， さ ら
に 9時間過経後 に 細胞を 回 収 した ． 細胞 は P BS で洗
浄後 エ ツ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に移 し ， 3回 の 凍結融解
を行っ た 後， 600C， 10分間処理 に よ り 内在性の ア セ チ
ラ ー ゼ 活性を 欠失さ せ ， 14，000 回転 ， 10分間遠心 して
得ら れ た 上 清 を細胞抽出液と し て CAT 活性の測定に
用い た ．
W ． C A T 活性の 測 定1 61 用
細胞抽出液 を ， 3m M アセ チ ル CoA くS igm a 社 ，
St． Lo uis， U S AIお よ び0．4FLCiE14Cコ ク ロ ラ ム フ ェ ニ
コ ー ル と共 に3 70C， 6時 間イ ン キ ュ ベ ー 卜 した後 ， エ
チ ル ア セ テ ー トで抽 出し ， 有機層 を乾燥 さ せ再度少量
く25ノ川 の エ チ ル ア セ テ ー トに 溶解 し ， そ れ を薄層 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー プ レ ー ト L K 5 DくWhatm an n社 ，
Springfield M ill， Englandいこス ポ ッ ト し ， ク ロ ロ フ ォ
ル ムノメ タ ノ ー ル く19二1I で 展開 した ． 展開後 プ レ ー ト




24時間の オ ー トラ ジ オ グラ フ イ ー
を行 っ た ．
用 ． 核屈 白 の 抽出
N B－1 細胞 の 核蛋白 の 抽出 は O hls s onと E dlu nd の
方法 岬 に 従 っ た ． 即 ち ， 未処理 ， あ る い は BtdIA M P，
ま た は T P Aで 9時間の 誘導 を行 っ た N B－1 細胞く2
XlO91 か ら培 地 を除 き
．
40m M T ris一 肛 1 くpH7． 4I，
140m M 塩 化ナ トリ ウ ム ， 1m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢
dithiothreitolニ E D TA， ethyle n ediam inetetra ac etic acidニ P BS， phosphate buffered sal ineニ P D D，
photbol－12，13－dide c an Oateニ P H M－27， peptide having 27 am ino acidresidu es w址 am in0－
te r min al histid ine a nd c arbo xy－te r min alm ethionine amide ニ PM S F， phe nylmethanes ulfo nyl
588
酸くethylen ediam inetetr aac etic a cid， E D T Alを加 えた
後 rubberpolic e man で細胞 を剥離 し， 2000回 転 ． 10分
間 の遠心後 ， P B Sで 洗浄 しさ ら に2000回転 ， 10分間の





Cで 行 っ た ． 細 胞 に 4 倍容量 の バ ッ フ ァ ー A
く10m M H E P E SくpH 7． 81， 1 5m M 塩 化 カ リ ウ ム ，
2m M 塩化 マ グネ シ ウ ム ， 0．1m M E D T A，1m M ジ チ オ
ス レ イ ト ー ル くdithiothreitol， D T Tl， 1m M phenylm et－
han e Sulfonylflu orideくP M S Fllを加 え懸濁 し1 0分間静
地後 ， 55000回転， 5分間遠心くR P R18 Bロ ー タ ー く日
立工 機 ， 勝田1I し ， 沈殿 に 等倍 の バ ッ フ ァ ー A を加 え
再懸濁 した後 ， ダウ ン ス ホ モ ゲ ナイ ザ ー を用 い て ホ モ
ゲ ナイ ズ した ． 90旬 95％の細胞 が破壊さ れ て い る こ と
を顕微鏡で確 か め た 後， ホ モ ジ ネ ー ト を9200回転10分
間遠心 し ， 沈殿 した 細胞核画分 を109 細胞 当た り 3ml
の バ ッ フ ァ ー A に 懸濁 し た ． 懸濁液 を 遠心 チ ュ ー ブ
く日立 12P A チュ ー ブ1に 移 し ， 4 M硫酸 ア ン モ ニ ウ ム
くpH7．91を最終濃度0．30 M と な る よ うに 加 え ， 4
0
C で
30分間遠心く日立 R P65ロ ー タ ー 1 し ， D N A画分を沈
沢
殿 さ せ 上 清 を回 収 した ． 次 に 上 清に0．2gノmlの硫酸ア
ン モ ニ ウム を加 えた 後 ， 40000 回転 ， 15分間遠心 し， 沈
殿 を 1ml の バ ッ フ ァ ー C く50m M H E P E SくpH7． 軋
50m M 塩 化 カ リ ウ ム ， 0 ．1m M E DTA， 1m M DT T，
1m M P M S F， 10％ グ．U セ ロ ー ル1 に 溶 解 した ． さ ら
に ， 100倍容量 の バ ッ フ ァ ー C に 対 して ， 4
0
C ， 6時間
透析 し た後 ， 1 000 回転 ， 10分間の 遠心 に よ り不溶物
を沈殿 さ せ て 除い た 物を 核抽出液と し ， 液体 窒素で凍
結 させ た後使 用 ま で － 70
ロ
C で保存 した ． 蛋白の 定量は
B C A法 に よ る 蛋白側定 キ ッ トくPie rc e社 ， Rockford，
U S Al に よ り行 っ た ．
椚I． D Na se工 お よ び D M Sフ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ
実験 刷
VI PIPE M－27遺伝子 の 5
，
上流域 を含 む EcoR I断
片 く－ 1 92 3句 ＋ 3 60 bpl を Nsi工 で消化 し ， Nsi ト
Ec oRI 断片 卜 337句 ＋360 bplを 得 た ． こ れ を 仁y ．
32Pコ A T Pくン3000 Cilm m ol を標識基質と し， T4 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ く宝酒造1 を用 い て 5
，
末端
標識 した ． さ ら に こ の 断片を Dr aIIIで 消化 し ， NsiI
一 ． ．．．．．28 S
一■． － 18S
Fig．1． Effe cts of Bt2CA M Pand T P Aon V IPノP H M－27m R N Alevels． N B－1 ce11s
W e reinc ubated fo r9 hr witho ut a ny ad dito nくIa皿e aJ， With l m M Bt2CAMP qane
bI， 16nM T P Aくlan e Cl o rl m M Bt2 CAM P a nd 16 nM T P Aく1ane dl． A fter
inc ubatio n， the totalc e11ula r R NA w asisolated a nd V IPノP E M－27 m R N Aw as
a nalyzed by Northern blot hyb ridizato n a sde s cribed in M A T E R m L S A ND
M E T HOD S． A m w in dic ate the relativ e migr ation of 28Sa nd 18S R N As ru n O n
the s am egel． An R N Aspe cies c o migT ating with 28S R N Aく1a n edlis apo ssible
pre c u rs o r of V IP H M－27m R N A．
flu orideiS DS， S Cdiu m dode cylsulfate三 S S P E， Standard sal ine phosphate E D T A bufferi T P
A，
12－ 0－tetrade c an oyl－ photbol－13－ a C etate三 T R E， T P A r espon se elem enti V IP， V a S Oa Ctive
inte stin alpeptide
V工PノP H M－27遺伝子 の 発現調節機構
Fig． 2． Tim e c o u rse of V IPノP fn 4－27 m R N A
indu ction eitherby BtdIA M P， T P Ao rbYboth．
NB－1 ce11s w e rein c ubated with lm M BtガA M P
く争1， With 1 6nM TP A くOI o r with l m M
Bt2CA M Pand 1 6nM T PA くAlfo rthe period
h dic ated o nthe abs ciss a． mR N A le v els were
deter min ed asde sc ribed in M AT E R工A L S A N D
M E T HODS． Ea ch v alu e w as relatedtothatfo r
C enS at time O witho ut ad dito n of re age nts．
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末端の み 甲 標識 さ れ た 沌i ト malI断片 卜 337ヘ
ー 49 bpl を得 た ． 1 JL g の polyくdI－d CJ．polyくdI－d CI
くP har m acia 社 ， Uppsala， Sw ede nl と共 に25
C
C， 20分
間プ レ イ ン キ ュ ベ ー 卜 した核抽出液に 標識 D N A断片
を加 え ， さ ら に250C， 2 0分間イ ン キ エ ペ ー 卜 した 後，
1JL glml D Nas eIくP ha rm a Cia 社 ， I で25
0
C， 1分 間
の D Nas eI 消化 ， あ る い は0．5％ ジメ チ ル サ ル フ ェ ー
トくd血 ethylsulfate， D MSlで25
0
C， 4分30秒 の メ チ ル
化 を行 っ た － D Nas eI 消化 は E D T A添加に よ り停止
さ せ ， フ ェ ノ ー ル 抽 出を行 っ た ． D M Sに よ る メ チ ル
化は G反 応停止液20，く1 M T ris－ H Cl，1．5 M酢酸 ナ トリ ウ
ム ． 1 Mダ ー メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ， 50m M 酢酸 マ グ
ネ シ ウ ム ， 1m M EDTA ． 0．4mglml トラ ン ス フ ァ ー
RN A， pH 7．51 を加 え た後 ， フ ェ ノ ー ル 抽出 ， エ タ ノ ー
ル 沈殿 を行い ， 沈殿 を10％ピ ペ リ ジ ン に 溶解 した も の
を95
0
C， 30分間イ ン キ エ ペ ー トし た後 に 凍結乾燥 ， さ
らに 蒸 留水に 溶解 し凍結乾燥 を2 回繰 り返し た ． 両反
応の最終産物 を ホ ル ム ア ミ ド 一 色 素混合液く9 5％ ホ ル
ム ア ミ ド ， 0 ．1％プ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー一 に 溶解 し ，
100
0
C， 1分 間処理 した 後 ， 8 ％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
W8，3 M 尿素ゲ ル に て 電気泳動 し ， ゲル を固定 し ， 乾
燥後 ， オ ー ト ラ イ オ グラ フ イ ー を行 っ た ．
成 構
王 － Bt2CA M Pお よ ぴ ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る
V HソP H M－27 m R N Aの 誘導
Bt4IA M Pお よ び れ レポ ー ル エ ス テ ル が NB－1 細胞
の VIPノP H M－27遺伝子 発現 に 及 ぼ す影 響を ノ ー ザ ン
法に よ り検討 し た ． 図 1 に示 す よ う に
， 細胞 内 V工Pノ
Table l■ E fe cts of Bt2CA M Pand phorbol esters o n the VIPノ
P H ML27m R N Aa nd cA M Ple v elsin N B－1 c ells
Tre atm e nt
Non e
l m M BtJCA M P
69 仙丁4n－Pho rbol
16 nM T PA
40nM P D D
l m M BtごCA M P
十 16 nM T P A
VIPノP H M－27m R N A cA M P
CPm Pm OIper mg pr otein
124士 41 く1． の
1053 士124く8．5つ
1 86 士 62く1，5つ
669士13 6く5．4う
40 9士14 9く3．3つ
443 6士 496く35． 幻





18．9 士 4．1 く1．5つ
319士 26．9く25．7う
Cells w er ein cubated for 6 hr with vario u s agents． Res ults fr o m
three independe nt e xperim entsforVIPノP H M－27m R N Aqua ntitatio n，
a nd fro m 4 － 6 indepe nde nt e xperim e nts cA M Pqu antitatio n ar e
e xpr ess ed a s m e a n士S D． Nu mbersin par e nthe se sgiv e valu e s
relativ eto tho se witho ut the tr e atm e nt．
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P H M．27m R A N量 は 1m M BtdIA M P添加 9時間後 に
は約10倍 ， ま た 16nM T P A添加 9時間後に は約 5倍
と共 に 明 らか な 増加 を示 した ． 1m M BtdIA M P． お よ
び 16nM T P A を共に添加 し て 9時間培養 し た細胞で
は ， m R N A量 は 約3 0倍 と 著明 な増 加 を 示 し た ．
BtiIA M Pお よ び T P A を共 に 添加 し た 場合 の VIPI
P H M，27m R N A量の増加反応は ， それ ぞ れ 単独 に 加
えた場合 の m RN A増加 を足 した も の よ り も 明ら か に
大き く ， BtdIA M Pと T P A の効果は相乗的であ っ た ．
T PA で認 め られ た効果 は ， 腫 瘍 プ ロ モ ー タ ー 活性 を
有 す る他 の ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル で あ る pbo止01－12，
13－dide c a n o ateくP D Dl で も 同様 に 認め ら れ た が ， 腫瘍
プ ロ モ ー タ ー 活性を持 た な い 4 ぽ －pbo沌 ol で は有意の
m R N Aの 増加 は認め な か っ た く表 1ト BtdIA MP あ る
い は T P A添加後の細胞内 m R N A量 の 時間的な変動
を 図 2 に 示 す ． 1m M BtdIA M Pに よ り ， VIPl
A
Ec oR l 仙鵬 I
T
上 手－一芳一， ． 一 一 上 月
沢
門 別 －27m R N A量 は 2時間後 に は約 4倍 の 増加を 示
し ， 6時 間後 に は約10倍 に 増加 し て項値 に 達 し， その
増加 は24時間後 も持続 し て い た ． 一 方 ， 16nM T P A添
加 で は ， m RN A は 2時間後よ り徐々 に 増加 し て 9時
間後 に 約 5倍 の 項値 に 達 した後 ， 12時間後 よ り減少し
て 24時間後 に は 最初の レ ベ ル に 復 し た ． Bt4IAM P お
よ び T P Aを 同時に 添加 した細胞 で は ， m R N A量 は2
時間後 に 約10倍 ， 4時間後 に 約30倍 と著明な増加 を示
し ， 6時間後 に は38倍 の項値 に 達 した が ， その 後減少
し始 め24時間後 に は約14倍 に ま で低下 し て い た ．
工I ． Bt2CA M P ある い は T P Aに よ る 細 胞内
cA M P含量 の 変化
ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る V IPノP 托M－27m R N A増
加 の 機序 を調 べ る目的で ， ホル ポ ー ル エ ス テ ル ， ある
い は BtポA M P添加 6時間後の 細胞内 m R N A 量，
よ び cA M P含量 の 変化 を検 討 し た く表 り ， 4 ぼ －
Nsil Dral
－ 2 00 0 －1900 －14 00 ー130 －1 200









T PA － ＋ － ＋ － ＋
－ ＋ － ＋ － ＋ － ＋ － ＋ － ＋ － ＋ 一 ＋ － ＋
恥 CA M P－ － ＋ ＋ －
－ ＋ ＋ － － ＋ ＋ － － ＋ ＋ － － ＋ ＋ －
－ ＋ ＋
聯嶺 巨 丞ゆ 攣軒 弊 軒 麻 軸 凍 噛 欄 締
瑚療
邸邸噂啓 開 砂静
1 1 H ． 一 し 1 H し J
押LPト1372I pVIPト3331 pV．Pト2011 dVIPt
－93I pVIP卜74J pVI P卜51
Fig．3． rklin1tatio n of cA M Pノphorbole ster－ re SpOnS e ele m e nts bydeletio n m ap ping．
くAI Sche m atic r epre s entation of deletion m utants． T h in 1ine s r epre s ent the
5
，
－flank ing s equ enc e of the hu m a nVIPIP E M－2 7ge n e． T he s olid box in dic ate s
e x o nl ofthe gene， Znd C A T isthe chlor a mphenic ola c etyltra n sfe ra s eくC ATlge n e
fu s edto the ex o n． Nu mbersinpa re nthe se sin dic ate distan c e sin base pa 瓜 fr o m
the tr an scription sta rt point． くBIC A Ta ctivitie sin N B－1 ce11s that w e retra sfe cted
with the c o rre spo nd ing deletio n m utants． TranSfe cted c ells w e reinc ubated with
什l o r witho utく－1 T P Aand Bt2CA M P for9 hr before ha rv e St． Positio n s of
chlor amphenic olくC Ml， 1－a C etylchlo ra mphenicolく1 AcC Ml and 3－ a C etylchlo r amphe n－
ic olく3 AcC Ml ar e sho w n o nthe left．
V IPIP H M－27遺伝子 の 発現調節機構
phorbol， T P A， あ る い は PD D
，の添加 で は ， m R N A量
はそれ ぞれ1．5倍 ， 5．4倍 ， 3． 3倍 と
，
T P Aあ る い は
PD D で有意 に増加 し て い た の に 対 し ， 細胞 内 cAM P
含量はそ れ ぞ れ1．3倍 ， 1．9倍 ， 1．5倍 と わ ず か な 増加
を示 した に 過 ぎ な か っ た ■ BtdIA MP と T P Aを 同時
に 添加 し た 場合 ， m R N A量 は 約3 6倍 に 増加 し ，
掛宜 A M P単独添加の 約8．5倍に 比 し明 ら か に 増加 し て
い たが ， CA M P含量は両者間 で ほ と ん ど差 を認 め な
か っ た ．
肌 キ メ ラ遺伝 子 の N 臥1細胞 へ の 導入 と 発現誘導
Y amag ami ら
6， は 5
， 上 流 領域 を含 む ヒ ト V IPI
P 托M－27遺伝子 の 全塩基配列を決定 し
， 第 一 エ ク ソ ン
の上流28， 145， 772 そ して900bp の 部位 に 4 個の プ ロ
モ ー タ ー 配列 くT A T Abo xナ が存在 す る が ， BtdIA M P
やホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ り誘導さ れ る m R N Aは す
べ て 28bp 上 流 に あ る プ ロ モ ー タ ー を利用 して転写 さ
れたも の で あ る こ と を示 した ．
BtぉA M P およ び ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る VIPJ
P王IM－27m R N A増加 の 機序 をさ ら に 明 ら か に す る た
めに ， それ らが 働き か ける遺伝子 上 の 部位の 同定 を試
みた 一 即 ち ． ヒ ト V IPノPH M－27遺伝子 の 転写開始部
位お よ びプ ロ モ ー タ ー 領域 を含 む 2000bp の D NA 断
片く図 3 A の Ec oR I から HpaII ま で， す な わ ち
－ 1923へ ＋143bpI， あ る い は そ の 5
，
側 を 様 々 な 長 さ
に欠失さ せ た D N A断片を C A T発 現ベ ク タ ー に 順 方
向に 挿入 し た キメ ラ遺伝子 を作成 し， そ れ ら を N B－1
細胞に 導入 し て C A T遺伝 子 の 発現 が BtdIA M Pや
TPA に よ り誘導さ れ る か 否か を検討 し た ． キ メ ラ 遺
伝子 導 入 後
，
N B－1 細 胞 を 10nM T P A， 1m M
Bt走A M P， ある い は そ の 両 者の 存在下 で 9 時間培養
した後， 細胞 内の C A T活性 を測定 した ． 図 3 に 示 す
よ う に ， 5
，
上 流領域 の 1372bp と 第 1 エ ク ソ ン の
143bp を含む キ メ ラ遺伝子 で あ る pV IPく－1372Jの 導
入 によ り， T P Aや Bt2CA M P を加 え な い 細胞 に お い
ても C A T活性 の 発 現 が認 め られ た が
，
T P A添 加 に
より幾分か の 増加 を ， ま たBtdIA M P添加 で は約 5倍
の増加 を示 した ． T P A と BtdIA MP の 存在 下 で は
CA T活性 は約10倍 に増加 し ， T P Aと BtdIA M Pの 効
果は相乗的 で あ っ た ． ．－333bp ま で の 欠 失で は非誘導
あるい は誘導後の C A T活性 の 発現 に は変化 は見 られ
ず pVIPく－ 1 372Jと同様 で あ っ た ． －201bp ま で 5， 上
流領域 を欠失さ せ た pV 工Pく－ 2叫 で は ， 非誘 導時 の
CA T活性は著明に 低下 し た が T P A と Bt2CA M Pに 対
する反応性 は保 た れ て い た ． －93bp ま で 欠 失さ せ た
pVIPく－ 931 でも T P A あるい は BtポA M Pに よ る誘
導は可能で あ っ た が ， －74bp ま で 欠失 さ せ た pVIP
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卜 瑚 で はそ れ ら に 対す る 反 応性 は全く失 わ れ て い
た ■ 従 っ て ， T P Aある い は Bt2CA M Pに よる 遺伝 子発
現誘導に 必要な領域 は 5， 上 流の － 93bp か ら － 74bp
ま で の間 に 存在す る こ と が考 えら れ た ． ま た ， － 3 33
G
ム 0 5 10 15 20
確執 鋤 恥
職鞠敵 鯛触 撫

























Fig－4． DNas e I fo ot－printing a nalysis of the
VIPIP R M－27 5，一flm king region． T he a m o u nts
Of n u cle ar e xtracts くJL g prOteinJ fro m N B－1
C e11s tre ated with both BtポA M Pand T P Aa re
in dic ated abo v ethe la n e s． G＋ A， a Che mic al




－ 2 01 bp ま で の 間 に は N B－1 細胞 に お け る
V IPJ
I
p 托M－27 遺伝子 の基礎発現くbasale xpre ssio nナに
必 要な D N A領域が存在 す る 可能性 が考 えら れ た ．
N ． DNa seエ フ ッ トプ リ ン テ ィ ン グ 及び D M二Sフ ッ
トプ リ ン テ ィ ン グ
次 に ， ヒ ト V工PノP 注M－27遺伝 子 の 転写調節領域 に
結合す る核内因子 の 有無 を検討す る た め に ， N B－1 細
胞の核抽出液 を用 い て DNas eI お よ び D M Sに よ る
フ ッ トプ リ ン テ ィ ン グ実験 を行 っ た ． 即 ち ， 5
，
上 流
領域 の － 333か ら － 49bp まで の289bp の D N A断片 の
非 コ ー ド鎖 くn o n c cd ing stra ndナ を 3甲 で 5
， 末端 模
し ， 0 へ 2叫 g 蛋白量 の核抽出液 と イ ン キ ュ ベ
ー 卜し
た後 ， D Nas eI ある い は D M S処理 を行 い ， 次 に ，
D Nas eI 処理 の場合は フ ェ ノ ー ル 抽出 ， D MS 処 理 の
沢
場合 は ピペ リ ジ ン処 理後 に塩基配列決定用 ポ リ アクリ
ル ア ミ ド電 気泳動 を行 っ た ． 図 4 に 示 し た よ う に ，
D Na s eI フ ッ ト プリ ン テ ィ ン グで は 少な く と も 3個の
D N A領域 が D Nas eI に よ る 消化 を免れ た ． 第1 エ ク
ソ ン に 近い も の か ら順に 仮に 領域 1くsite り， 領域2
くSite 21， 領域 3 くsite 3I と命名 す る と ， 領域1 は－ 88
か ら － 69bp， 領域 2 は－153 か ら－ 117bp， 領域3 は－
210か ら － 1 70 bp の 領 域 に 相当 し た ． 同様 の 結果は
D M Sフ ッ トプ リ ン テ ィ ン グで も 得 ら れ た く図 5臥
DMS に よ る メ チ ル 化を ま ぬ が れ た 9個 の グ ア ニ ン残
基の う ち 7個 は領域 1ノ ー 領域 3 の中に 含 まれ て い た ．
遺伝子 導入 実験 の結果と照ら し合 わせ て考 える と ， 領
域 1 は T P A お よ び BtlIA M Pに よ る発現 誘導 に必要
な領域 に 相当 し， 領域 3 は基礎発現 の維持 に 関わ っ て
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V工PノP H M－27遺伝子 の 発現調節機構
いる領域である 可 能性 が推測さ れ た ． 次 に ， T P Aあ
る い は BtdIA M Pに よ っ て細胞核内の D N A結合活性
に 変化が 生 じる か 否か を検討 す る た め に
， 非誘導ま た
は誘導後 の N R l細胞 か ら核抽出物 を得 ， D Na s eI
フ ッ トプ リ ン テ ィ ン グ実験 ， お よび DM Sフ ッ トプ リ
ン テ ィ ン グ 実 験 を 行 っ た ． 誘 導 の 有 無 に よ っ て
























い は メ チ ル 化 か ら保護さ れ た グ ア ニ ン 残基の 部位 と そ
の 保 護の 程度 に は ば と ん ど変化 を認め な か っ た く図
5 Aお よ び 図 5切．
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は
，
CA M Pに よ り V IPの生合成が誘導され る こ と 珊 ，
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Fig■ 5． D Na seI and DM S f00t－printing analyses of the V IPIP E M－27 5，．frank ing
regio ntre ated with n u cle ar e xtra cts fro min du c ed and u nin du c ed N B－1 c eus．
D Nase I fo ot－printing a nalysis． The am O u ntS Of n u cle ar extra cts くFL g pr Otein1
fr o m indu c ed a nd u nin du c ed c eus ar ein dic ated al3 0 V ethe la n es． くBJ D M S
m ethylatio n pr ote ctio n a nalysis． T he end－1abeled D N A fragm ent w as e xpos ed to
D M S inthe pre se n c e of 40JL g Of bovine se ru mal bu minくBSAlor n u cle a r e xtra cts
fro m c ems which w e re u nin du c ed， O rin du c ed eitherby T P Ao rBtdIA M P， O rby
both． n e gua nine re sidu e s which w e reprote cted str ongly or w e akly fro m D M S
m ethylation a re indic ated with ope n orclos ed triangle s， r eSpe Ctiv ely．
594
また cA M P は主に V IPIP R M－27遺伝子 の転写 を促進
す る こ と に よ っ て V IPの 生合成を誘導す る こ と が 知
ら れ て い た
91
． 今回 の 検 討で も以 前 の 報告 と同様 に ，
BttIA M Pに よ り VIPJ
，
P fIM－27m R N A の約10倍の 増
加 を認 めた が ， 加 えて腫瘍 プ ロ モ ー タ ー の 一 つ で あ る
ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ っ て も ， V工PノP H M－27
m R N A は約5倍 の有意な増加 を示 す こ と が 明 ら か と
な っ た ． さ ら に ， BtポA M P とホ ル ポ
ー ル エ ス テ ル の
同時添加 によ り m R N Aは約40倍 と著明 に 増加 した ．
こ の増加反応は両因子 の 単独添加 の場合 の m R N Aの
増加度 を加 えた も の よ り も 2 旬 3倍 大き く ， Bt2CA Mr
P と ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル の 効 果は 相乗的 で ある と考 え
られ た ． 同様の 相乗効果は ホ ル ホ ジ ュ ス テ ラ ー ゼ 阻害
に よ り細胞内サ イ ク リ ッ ク A MP を増加 させ るイ ソ プ
チ ル メ チ ル キ サ ン テ ン く3－isdbuty－1ィn ethylx a nth ineン
と ホル ポ ー ル エ ス テ ル の 同時添加 で も 認 め られ て お
り101， Bt2CA M Pの効果 はプ チ ル 基 に よ る も の で は な
く ， CA MP その も の の効果 を再現 して い る も の と 考 え
ら れ る ． 細胞内の CA M P濃度 は ぃ 腫瘍 プ ロ モ ー タ ー
活性を有 さ な い 4ぽ －phodコOl の添加 と ， 同活 性 を有 す
る T P Aある い は P D D の添加 で は羞 を認 め ず， コ ン
ト ロ ー ル と ほ ぼ 同 レ ベ ル で あ っ た ． 一 方 ， V 工Pノ
P H M－27m R N A量 は4a ．photbol で は変化 し なか っ た
の に 対 し ， T PA ， ある い は P D D で は 3へ 5倍 の 明ら
か な増加 を示 した ， ま た ． BtdIA M P と T P A の共存下
で は ， Bt ぉAM P単独添加 の場合 に 比 べ て m R NA 量は
約4倍 の増加 を示 した が ， 細胞 内 cA M P濃度 に は 両
者の 間に 菱 は認 め なか っ た ． 従 っ て ， ホ ル ポ ー ル エ ス
テル は cA M Pの 上昇 を介 さ ずに V 貯IP HM－27遺伝子
発現 を誘導 して い る もの と考 え られ た ．
cA M P， お よび ホル ポ
ー ル エ ス テ ル に よ る発現誘導
の機序 を明 らか に す る た め ， V 貯ノP H M－27遺伝 子 の
転写調節領域 お よ び そ こ に 作用 す る 因子 の 検 討 を行 っ
た ． ヒ ト V 工PノP H M－27遺伝 子 の 5
，
上 流領域 に は 4個
の プ ロ モ ー タ ー 配列くT A T A bo吏ンが 存在 す るが ， プ ラ
イ マ ー 伸 長 くprim er e xten sio nl 実験 や m u ng be an
nu cle as e マッ ピ ン グな どの 実験 に よ っ て ， CAM Pや
ホル ポ ー ル エ ス テ ル に よ り誘導 され る m R N Aは す べ
て第 1 エ ク ソ ン上 流 28bp に あ る プ ロ モ ー タ ー を利用
し て転写さ れ た も の で あ る こ と が 判 っ て い る
6I
． 今 回
の C A T発現 ベ ク タ ー を用 い た遺伝 子 導入発現実験 の
結果で は ， CA M Pや ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る 誘導 に
必要な D NA 配列の 5
，
側の 境界 は － 93 か ら－ 75bp の
領域 に ある と考 え られ た く図31． ま た ， D Na se工 プ ッ
ト プリ ン テ ィ ン グや M Sフ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グの実
験結果 より ， N B．1 細胞の 核抽出物 に 含 まれ る何 ら か
一
沢
の 核 内因子 が － 88か ら－6 9bp の 間の D N A領域く領域
り を認識 して 結合す る こ と が 考え ら れ た － 今 回の 実
験 で用 い た核抽出物 は ， 単に 硫 酸ア ン モ ニ ウ ム で 分画
した だ けの 粗抽 出液 で あ り ， D Na seI フ ッ ト プ リ ン
テ ィ ン グの 結果 は非特異的 な結合も見て い る こ とも懸
念さ れ るが ， D Na seI フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ に比 べ て
よ り特異性 の 高 い 結合 の み を 検出す る と考 えら れる
D M Sフ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グで も ， 領域 1 に存在する
一 朗 ， －84， － 74bp の 3 つ の グ ア ニ ン残 基が 明 らかに
メ チ ル 化か ら保護さ れ た こ と よ り ， そ の 可能性は小さ
い も の と 考 えら れ る ． 従 っ て ， 遺伝 子 導入 実験の 結果
と合 わ せ て 考 え る と ， こ の 領域 1 そ の も の が V工Pノ
P E M．27遺伝子 発現誘導に 必要な D N A配列 である可
能性が 示 唆 され た ． 即 ち ， 領域 1 に 結合 す る何ら かの
核内因子 が cA M Pや ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル の 効果を伝
達 し て い る も の と 考 え ら れ る ． 我 々 と は 別 に ，
Tsukada ら21は種 々 の長 さ の ヒ ト VIPIP 江M－27 遺伝
子 5
，
上 流断片 を C A T発現 ベ ク タ ー に 挿 入 し て遺伝
子 導 入発現実験 を行 い ， － 86 か ら－ 7 0bp の領域が
cA M P に よる発現誘導 に 必要 で あ る と 報告 して い る
が ， こ の D N A領域 は今回同定さ れ た領域 1 と ほ ぼ一
致 す る ． 今 ま で CA M P で発現が 誘導 さ れ る こ と が
判 っ て い る遺伝 子 ， 例 え ばソ マ ト ス タ チ ン遺伝子 ， プ
レ プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン遺伝子 ， ホ ス ホ エ ノ ー ル ピル ビ
ン 酸 カ ル ポ キ シ キ ナ ー ゼ遺伝 子 ， 絨毛 性性腺刺激ホル
モ ン ぽ サ ブ ユ ニ ッ ト遺伝 子 ， コ ラ ゲ ナ ー ゼ 遺伝子 など
の 5
，
上 流 プ ロ モ ー タ ー 領域 に は ， 今 回 同定 さ れ た領
域 1 と共通 した 塩基配列 5
，






M ontm iny は サ イ ク リ ッ ク A M Pに よ り発現誘導を
受 け る遺伝子 に 共通 に 存在 し ， か つ そ の 部分だ けを他
の CA MP 不応性の遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 部分 に 結合
した場合 に 新 しく cA M P 反応性 を付与 で き る D NA
配列 を
付
cA M P応答配列 くcAM Pre spon se ele m ent，
C R Er
，
と 呼 ぶ こ と を提唱 した
23一
． C R Eの 共通配列は
5
，
－T G A C G T C A－ 3
，
と され て い るが 遺伝子 間で多少
の違い が 存在す る ． 即 ち ， ソ マ ト ス タ チ ン遺伝子 ， コ
ラゲ ナ ー ゼ遺伝 子 ， 絨毛性性腺刺激 ホ ル モ ン ぽ サ ブユ
ニ ッ ト遺伝子 な どの C R E は， 5
，
－ T G A C GT C A－ 3
，
で
あ る が ， プ レ プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 遺 伝 子 で は 5
，
－ T GC G T C A－ 3
，
で あ る22，． 今 回 の V IPIP fn 4．27遺伝
子 で は 5
，
．T G A C G T C T－ 3
，
であ る可能 性が 考えら れ
る く囲 い ．
cA M Pに よ る遺伝 子転写誘導に は 上 述の C RE に核
内 に 存在 す る D N A結合因子く蛋削 が 結合 し ， な んら
か の シ グナ ル を R N Aポ リ メ ラ ー ゼ工I を含む転写複合
V IPJ
，
p 托M－27遺伝子 の 発現調節機構






－40 －30 －20 －10 1 10 20
AAGTATAAGCCCTATAAAA TGA TGGG CTTTG AAATCTGGTCAGGGTAGAGTGAGAAGCACC
TTCATATTCGGGATATTTTACTACCCGAA CTT ACGACCAGTCCCATCT ACTCTTCGTGG
一 三
Fig． 6． T he cA M Pノphorbol e ster－ re SpO n S e ele m ent of the hu m an VIPJP fn 4－27
gene － The n u cle otide s equ e n c eis fro m the refe re n ceE6j． The cA M PJphotbol
esterre spon se ele m ent is bo x ed－ T G A C G T C Tm otif and TATA bo x s equ e n c e
a代 underlined． Clo sed tria ngle sくAJ indic ate gu anine re sidu e sprote cted fr o m
D M Sm ethylatio n． ArT O Win dic atesthe sta rt point and dire ctio n oftran s criptio n．
体に伝達す る 必要がある ． 今 回 の D Na seI フ ッ ト プ
リン ト実験 ， お よ び D M Sフ ッ ト プ リ ン ト実験 の 結果
よ り， N B．1 細胞 に お い て も核内に V IPJIP H M－2 7遺
伝子 の C R Eに 結合 す る D N A結合因 子 が 存在 し ，
CA MP に よ る転写誘導に 関与 し て い る こ と が 考 え ら
れた ． ま た ， Bt2CA M P処理 した N BTl 細胞の 核抽出液
で行っ た D Nas eI， お よ び D M Sフ ッ ト プ リ ン ト実験
で は
，
コ ン ト ロ ー ル の 核抽出液で の も の と 比 較 して ，
D Nas eI 消化 あ る い は D M Sに よ る メ チ ル 化か ら保護
された領域 また は 保護 の程度 に差が認 め ら れ な か っ
た A こ の結果よ り cA M P は C R Eに 結合 す る 因子 の 量
あるい は結合力の強さ を調節す る よ り は ， 結合 した 因
子から プ ロ モ ー タ ー の 転写複合体に な ん ら か の 刺激を
伝達す るた め の 活性を調節 して い る 可能性 が推定さ れ
た ． 最近 M o ntm iny ら は ソ マ ト ス タ チ ン 遺 伝 子 の
C RE配列 を C L－2 Bセ フ ァ ロ ー ス に 結合 させ て D N A
アフ ィ ニ チ イ カ ラ ム を作成 し， D N Aア フ ィ ニ チ イ ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 い ， 培 養 褐 色細 胞腰 細胞
P C－12よ り CRE に 結合す る分子 量 43 Kダ ル ト ン の 核
蛋白を精製 し， こ れ を C R E結合蛋 白くC R E bind ing
protein， C R E BIと命名 した24，． ま た C R E Bの 山 部分 の
アミノ 酸配列 を も と に 作成 し た合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ
ドブロ ー プ を用 い て ， ラ ッ ト大脳皮質 cD N A ライ ブ
ラ リ ー よ り P C R法に よ り C R E BcD N Aをク ロ ー ニ ン
グし， C R E Bの 全構造 を決定 した 25， ． ま た ， Ho effle r
ら26，も ほぼ 同時期 に ヒ トの C R E Bの CD N Aク ロ ー ニ
ングに成功 し ， そ の 全 構造 を報告 し て い る ． ラ ッ ト
CR E B
， ヒ ト C R EB は それ ぞれ341， 32 7ア ミ ノ 酸残基
595
か ら な り ， ア ミ ノ 酸配列か ら そ の基本構造は次の様 に
考え ら れ て い る ． 即 ち ， C 末端部分 に は DNA 結合 蛋
白が こ 量体くdim e rン を形成 す る た め に 必要な ロ イ シ ン
に 富 む配列く1e u cine zip pe rlが存在 し， そ れ に 隣接 し て
N末端側 に 塩基性ア ミ ノ 酸に 富み D N A結合 ド メ イ ン
と考 え られ る領域が存在 す る ． N末端側約80％は プ ロ
リ ン ， お よ び グ ル タ ミ ン 酸や ア ス パ ラ ギ ン酸 な どの陰
性 に 荷電 し た ア ミ ノ 酸 に 富 み ，
山
陰 性 荷 電 領域
くn egativ e n oodleJ
，，
と称 され ， 他の 転写制御 蛋白 と の
相互 作用 に 必 要な領域 と考 え られ て い る ． こ の領域の
中央部に は種 々 の蛋白リ ン 酸化酵素， 即 ち cA M P依
存性の A キ ナー ゼ ， リ ン 脂質 ． ジア シ ル グ リ セ ロ ー ル
依存性の C キ ナー ゼ や カ ゼイ ン キ ナ ー ゼ工工な ど に よ り
リ ン 酸化 さ れ る蛋白 に 共通の ア ミ ノ 酸配列が認め られ
てい る ． Mo ntm iny ら
24Iは CR EB は A キ ナー ゼの 触媒
サ ブ ユ ニ ッ ト くc atalytic s ubu nitン に よ り直接試験管内
で リ ン酸化さ れ る こ と ， お よ び細胞内 cAMP を増加
さ せ る こ と に よ り細胞内 で も リ ン 酸化 され る こ と を示
した ． さ ら に ， 試験管内変異導入 法tin vitro mutag－
e n esiI を用 い た 実験 に よ り ． cA M Pに よ る ソ マ ト ス
タ チ ン 遺伝子 の 転写誘導 に は C R E Bの N末端 か ら133
番目 の セ リ ン 残基が リ ン 酸化さ れ る こと が 必 須で あ る
こ と が 明 ら か に な っ た 抑 ． ま た Y訂n a m Ot ら 卿 は
C R E Bの C R Eへ の 結合能 は A キ ナー ゼ に よ る リ ン 酸
化 で は変化が な か っ た こ と を述 べ て い る ． こ れ ら の 報
告と今回 の 実験 で 得 られ た 結果 よ り ， CAMP に よ る
V IPIP H M－27遺伝子 の転写誘導機構 は次 の よ う な も
の が 推定さ れ る ． 即ち ， CA M P は Aキナ ー ゼ を活性化
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し ， 活性化さ れ た A キ ナー ゼ の 触媒 サ ブ ユ ニ ッ トは核
内 に 移行 し て ， 恐 ら く 既 に C R Eに 結合 し て い る
C R E Bの N 末端側陰性荷電領域内セ リ ン 残基 をリ ン 酸
化 し ， 他の 転写因子 と の 相互作 用 を 促す こ と に よ っ て
遺伝子 の転写を刺激す る と い う も の で あ る ．
一 方 ， ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る V 工PノP H M－27遺
伝子 転写誘導機構である が ， 今回の 結果 よ り ホ ル ポ ー
ル エ ス テ ル は cA MP と同 じ く － 88か ら － 69bp の 間の
DNA 領域 に 何ら か の作用 を為 し て VIPIP E M－27遺
伝子 の 転写 を促進 して い る こ とが 示 唆 さ れ た が ， 前述
した 様に そ の効果 は cA M P上 昇 を介 さな い も の で あ
る と考 えら れ た ． また ． D Nas eI フ ッ トプ リ ン テ ィ ン
グ実験ある い は D M Sフ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ実験 の結
果 で は ， T P Aに よ り誘導 した 細胞 の核抽出液 で認 め
ら れ た保護領域 と そ の 程度 は ， コ ン ト ロ ー ル ， ある い
は BtポA M P誘導の も の と差が な か っ た こ と よ り ， ホ
ル ポ ー ル エ ス テ ル は cA M Pに よ る転写誘導の 場合 と
同 じか ， ま た は極 めて 類似 した D N A結合因子 を介 し
て 作用 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た ． cイ00 遺 伝子 2朝，
c． m yc 遺伝子
抑
．
コ ラ ゲ ナ ー ゼ 遺伝 子 311， m etallothio．
n eh IIA 遺伝子 測I な どで は ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る
転写の誘導が知 ら れ て い る ． ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル は そ
れ らの 遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 領域 に 存在 す る 共通 の塩
基配列 5
7
－T G A G T C A． 3
，
を介 して 転写誘 導に 関与
して い る こ と が 明 ら か と な っ て お り
，
そ の 配 列 は
T P A応答配列くT P A．re spo n se elem ent， T R Elと 称さ
れ て い る
33l
． T R Eに 結合 し， 転写 を 活性化す る D N A
結合蛋白 と し て転写調節因子 ア ク テ ィ ベ ー タ ー プ ロ テ
イ ン 1 くa ctiv atorpr otein l， A P－11 が 同定さ れ て い る
が ， ホ ル ポ 山 ル エ ス テ ル で 誘導 し た 細胞 で は ， A P－1
の T R Eへ の 結 合活性 の増加 が認 め ら れ て い る
3 4I
．
T R Eく5，－ T G A G T C A－3り と C R Eく5
，
．T G A C G T C A－3
，
1
は極め て 類似 して お り ， 実際 C R Eに は A P．1 が低親
和性 なが ら結合 す る こ とが 報告 さ れ て い る 卿 ． 従 っ て ，
今 回認 め ら れ た ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る V 工Pノ
P H Mt27遺伝子 の 発現誘導の機序 と し て ， C R E Bに
A P－1 が結合す る こ と が 一 つ の 可能性 と し て 考 え ら れ
る ． しか し なが ら ， フ ッ トプ リ ン テ ィ ン グ実験で ， 保
護さ れ た領域 の パ タ ー ン や 程度 に コ ン ト ロ ー ル ， あ る
い は BtポA M P誘導のも の との 善が 見 られ な か っ た こ
と は ， 異 な る 誘 導 で そ れ ぞ れ 異 な る 転 写因 子 が
C R E Bに 結合す る と い う 仮説 に は やや 矛盾 し て い る ．
一 方 ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る転写誘導に は T RE を
介 さ ない も の も知 ら れ て お り ， M eth alothioneinIIA 遺
伝子 ， 成長 ホ ル モ ン遺伝子 ， プ ロ ラ ク ナ ン遺伝 子 ， プ
ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク テ ィ ベ ー タ ー 遺 伝子 ， プ ロ エ ン ケ
沢
フ ァ リ ン遺伝子 な どで は ， 転写調節因子 ア ク テ ィ ベ ー
タ ー プ ロ テ イ ン 2 くa ctivator protein 2， A P－2I が
AP－2 結 合部位く5
，
－CC C CA G G C－3り に 結合す る ことが
転写誘導に 必要で あ る こ とが 示 さ れ て い る
22，
． ま た ，
A P－2結合部位 は CA M Pに よ る転写誘導 に も エ ン ハ ン
サ ー と し て 働 く こ と も 報 告 さ れ て い る 卿 ， VtPノ
P 壬皿ト27遺伝子 の 場合 に は ． プ ロ モ ー タ ー 領域 に は
A P－2 結 合部位 や そ れ に 類 似 し た 配列 は存在せず，
A P－2 を介 す る 転写誘導 は否 定的 であ る と 考 えら れ
る ． ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る転写誘導機構 と しても
う 一 つ の可能性 と し て 考え ら れ る も の に ， C R E王ぅの リ
ン 酸化 が ある ． 即 ち ， 前述 した よ うに C R E B の N末端
側 の陰性荷電領域内に は C キ ナー ゼ に よ っ て リ ン 酸化
さ れ る 蛋白 に 共通 の ア ミ ノ 酸 配列 が存 在 し ， 実際
Y am a m Ot ら
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は C R E B がC キナ ー ゼ に よ り試験管
内で リ ン 酸化さ れ る こ と ， リ ン 酸化部位 はA キナー ゼ
に よ る も の とは 異な る こ と ， さ ら に C キ ナー ゼによる
リ ン 酸化 に より C R E Bの 二 量体化が促進 さ れ る が A
キ ナ ー ゼで は そ のよ う な こ と は起 こ ら な い こ と を示 し
た ． fo s蛋白 ， ju n蛋白 ， A P．1 な どの D N A結合因子
が 転写 の活性化 を起 こ す た め に は ， 同 じも の どう し，
あ る い は類似 し た蛋白と の 二 量 体 を形成 す る こと が必
要 で あ る こ とが 知ら れ て お り36I， C R E Bで も 同様の 機
構 が働 い て い る こ と が 考 えら れ る ． ホ ル ポ ー ル エ ス テ
ル が C キ ナー ゼ を活性化す る こ と は よ く知 られ た事実
であり 抑 ， ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る V 工PノP E M．27遺
伝 子 の 発現も C キナー ゼ の 活性化 に よ る C R EB の二
量体化 に よ っ て 転写 を促進 し てい る可能性が考えら れ
る ． ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル も cAM Pと 同 じ転写因子を
利用 し て転写 を促進 す る と す れ ば ， 今 回 の C A T遺伝
子発現実験 や フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ実験 の 結果は全て
合致 し
，
従 っ て こ の リ ン 酸化 に よ る C R E Bの 二 量体
化 に よ る転写促進と い う 機序 が最 も考え易い ．
God m an ら 瑚 は ソ マ ト ス タ チ ン 遺伝子 は CA M Pの
み で な く ホ ル ポ
ー ル エ ス テル に よ っ て も 転写が促進さ
れ る こ と ， 遺伝 子発現実験に よ り ホ ル ポ ー ル エ ス テル
の作 用 は cA M P と同じ C R E を介 す る こ と ， ま た フ ッ
トプ リ ン テ ィ ン グ実験の 結果 は ホ ル ポ ー ル エ ス テ ルで
誘導 した もの と CA M Pで 誘導し た も の に 差は な か っ
た こ と を 述 べ て い る ． こ の 結 果 は 今 回 の V工Pノ
P王肌ト27遺伝 子 で の も の とほ と ん ど同 じで あ り ， 最後
に 述 べ た 可 能性 を支持 し て い る ． ま た ， CA M P が
C R Eを介 して転写 を促進 す る遺伝 子 の 一 部 に は ， ホ
ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ っ て も C R E を介 す る転写誘導
が 生 じ得 る も の が あ り ， 従 っ て そ の 様 な 遺伝 子 の
C R E は， A P－2 結 合部位 と は 異 な る も う
一 つ の
V IPノP f王M－27遺伝子 の 発現調節機構
LL
cA M Pl ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル 応答配列 くcA M Pノ
phodl Ole ste r
－ re SpO n S eele m e nO
，，
と称 し得 る の か も
知れな い ．
以上に 述 べ た よう に cAM P あ るい は ホ ル ポ ー ル エ
ス テル が ， 同 じ か また は類似の 転写因子 を 介す る も の
の それ ぞれ 異な る 機序 ， す な わ ち cA M P は Aキ ナ ー
ゼに よ る C R E Bの リ ン 酸化に よ り他の 転写因子 と の
相互作用 を活性化 し， 一 方， ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル は C
キナ ー ゼ を介す る リ ン 酸化 に よ り C R EB の 二 量体化
を促進す る こ と に よ っ て 転写促進 に 働く もの と考 える
と
，
それ ら の 刺激が 相乗的に 作用す る こ と も 理 解可能
である ． し か し なが ら ， こ れ らの 可能性 を検証す る た
め に は， 単離精製 し た転写因子 を用 い た 試験管内で の
遺伝子転写実験や ， 変異 を生 じさ せ た転写因子 を細胞
内で発現 させ た場合で の 遺伝子発現実験 な どで検討す
る必 要が あ る ．
結 論
BtdIA M P お よび ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る ヒ ト
VIPIP H M－27遺伝子 発現誘導と そ の 機 序 に つ き 培養
神経芽腰細胞 くN B l細蜘 を用 い て検討 し ， 以下の 結
論を得た ．
1 ． N B－1 細胞 の V IPIP H M．27 メ ッ セ ン ジ ャ ー
R N A量は BtdIA M Pに よ り約10倍 ， T P Aや P D D な
どの ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ り約 3 へ 5 倍の 増加 を認
めた ．
2 － BtdIA M P とホ ル ポ ー ル エ ス テ ル の 効果 は 相乗
的で あり
， 細胞内 cA M P含量 に は ホ ル ポ ー ル エ ス テ
ル に よ り有意の変化 を認 め な か っ た こ と よ り ， ホ ル
ポ ー ル エ ス テ ル は cA M Pと は異 な る 機序 で VIPI
P H M－27遺伝 子 の発現 を誘導し て い る こ とが 考 え られ
た．
3 ． C A T遺伝子 発現 ベ ク タ ー を利用 し た 外来遺伝
子導入発現実験 に よ り ， CAM P あるい は ホ ル ポ ー ル エ
ス テル に よ る発現 誘導 に 必要 な D N A領域は共 に その
5
，
末端 が転写開始点の75へ 93bp 上 流 に あ る こ と が
明らか と な っ た ．
4 一 核抽出液 を用 い た フ ッ ト プリ ン テ ィ ン グ実験 に
より ， V 工PノP 忙M－27遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 領域 に は
少なく とも 3箇所の核内国子結合領域が あ り ， そ の 内
の 叫 つ 卜 69bp か ら欄88bp ま で1は遺伝子導入 発 現実
験で cAM P あ るい は ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る発 現
に必要と考え ら え た D N A領域 に 一 致す る と考 え ら え
た ．
5 ． 誘導の 有 無 に よ り フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ の パ
タ ー ン や程度 に 差 は認 め られ なか っ た ．
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6 一 以上 の 結果 よ り
，
CA M Pと ホル ポ ー ル エ ス テル
は － 69bp か ら － 88bp ま で の 領域 に 含ま れ る D N A配
列く
L．
cA M PJphorbole ste r－ r eSpOn S e ele me nt，，1 に 結合
す る核内因子 を介 して VIPIP H M－27遺伝子 の 転写 を
促進 す るが
，
CA M Pと ホ ル ポ ー ル エ ス テル は核 内因子
へ の 作用 が そ れ ぞ れ 異な っ て可能性 が示 唆さ れ た ．
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Key w ords V IPIP H M－27 ge ne， CyClic A M Iミphorbol ester， CA M PIphorbolester－ e SpO nSe
ele m ent， n u Cle arfactor
鴨s oactiveintestinalpeptideくVPJ， a 28－amin o acidpeptide hor mone，is synthesized in av ariety
Of tiss uesincludingthe c entral and peripheralne r v o us syste m s and smalland largeintestin es． T ne
PreCurS Orpr Otein of hum anV IPc o ntains not o nly V IPbut also a2 7－ amin o acidpeptide■ P H M－2 7． It
hasbee nprevio usly reported thatthe synthesis ofpro－ V IPIP H M－2 7 isinduc ed by cyclic A M P
くcAM PJin h un an neur Oblasto m a cellsくN B－1i and theinductionis due t o anincre a s ein the ra te 。f
h
．
anSCriptio n of dle V I PIPH M－2 7gene． In 也e pre sent s tudy， the e飴c ts of dibutyryl cA M PくBt2－
CA M PJ and phorbolesters s u ch as12－ 0－te tr adec an Oyl－phorboト13－a C e ta teくT rnJ andphorboト1 2， 1 3－
didec anOateくP D DlonVI Pn3H M－27gene expre ssion in N B－1 c ells w er ein vestigated ． WhenN B－1
C ells were cultured in the presenc e of lm M Bt2CA M Por 16nM T m for9hours， the V IPJ H M－2 7
mRN A lev el incr e as edby abo utlO－ and 5－fold， r eSpeCtively． 40nM P D Dalsoincre a s ed the mRN A
levelby abo ut3－fold． In the presenc e ofboth Bt2CA M Pand m ， the V I PI H M－ 27mR N A level
incre ased m ultiplic ativelyby abo ut38－fbld． T be intrac e11ular cA M P level was essen tially u naffected
byphorbolesters．
r
Ibfurther clarifythe m echanis m of theinducdon of V IPH M－27gen eby cA M P
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and phorbol esters， the n ucle odde sequ enc ein the hu
man V I PIP H M－27gen e responsible fbr 血e
regulationbycA M Pandphorbolesters w aside nti
fied，by tr an Sient expressio n assay using a set of5
1
－
deleti。n m ut an tS Ofthe V工PIP H M－27－ Chlora mphenicol ac etyltran sferaseくCA Tlfusiongen e． T he5
一
－
bo u ndary of the reglOn requiredfortheinductio nby cA M Pand phorbol este
rs resided betw e en93
and 75 bp upstres m of the tr anscriptio ninitiatio n site． A D NaseIfo otp
rinting study and DM S
methylationprotectio n an alysIS u Slng n uClear e xtracts fro mN B
－1c ells， Show ed threeprotectedsites
in the upstre am reglOn Of thepro m oter． One ofthe pr otectedsites， the s eq
ue ncebetw een88and69
bp upstre am Ofthe 甘anSCnPb Onimitiation s
ite， C Orr e SPOndedtothe reglO n required fortheinductio n
by cAM Pandphorbolesters，indicatlngdlepreSen Ce Ofa n uclear
factor whichbo undtoth is site and
might m ediatetheinductio n ofVI PIP H M－2 7gen e expression． T be D NaseI f00 tPrinting study and
D MS m ethylation pr otection an alysis sho w ed n o slgni丘c an td
ifferen cein D N A－binding activides
am Ong the extractsprepared fro m induc ed and uninduc ed ce
lls． It is therefore suggested that cAM P
andphorbol estersinduced V IPPHM －2 7gen e e xpression dlrO ughthe m odi丘catio
n ofpre
－e Xisting
D N A－binding factor． Sinc ethe VIPIP H M－ 27gen e w as m ultiplic ativ ely induced by cA M Pand
phorbol esters， itis possible thatthe D N A
－binding fact or w as syne rglS tic ally ac tiv ated， being
phospholylated independently by cAM P
－dependentpr otein kin ase and by protein kin aseC atthe
SePar ate Sites．
